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국문요약
간성상세포 조절 G protein 매개 간섬유화 타겟
Antifibrotic targets in hepatic stellate cells regulated by G 
protein signaling pathway
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지도교수: 김 상 건
특정 G 단백과의 결합을 통해 활성화되는 G 단백 결합 수용체 (G protein-
coupled receptor, GPCR)를 통한 신호 전달은 Ga  단백질의 활성에 의해 하위
신호와 세포 생리가 변화한다. 따라서 Ga  단백질 발현의 증감은 세포 기능의
증폭 또는 경감에 크게 기여할 수 있다. Ga  단백질 소단위체 중 가장 강력한
형질전환능을 가진 Ga12는 세포의 증식, 이동에 관여하여 주목 받았다. 간
생리 분야에서는 Ga12와 결합하는 GPCR 뿐만 아니라 이들 리간드들이
간성상세포의 활성화 및 간섬유화 환경에서 증가되어 있으므로, 간성상세포
내 Ga12 발현은 GPCR 관련 신호를 증폭 또는 감소시키는데 기여할 것으로
예측된다. 그럼에도 불구하고 간성상세포에서 Ga12의 발현과 기능 및 발현
조절 기전에 관한 연구는 전무하다.  
본 연구에서는 ‘간성상세포에서 Ga12의 발현 증가가 GPCR 관련 신호를
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증폭시킴으로써 간섬유화 진행을 촉진하고, 이 과정에 간성상세포 특이적인
자가포식 현상이 발생한다’는 가설을 제기한다. 이를 증명하기 위한 구체적
연구 목표로 1) Ga12가 활성화된 간성상세포에서 발현이 증가하는지의 여부, 
증가한다면 Ga12의 발현 변화가 간섬유화를 촉진시킬 것인지를 탐구, 2) Ga12
발현 증가가 매개된 간성상세포 활성화에서의 분자적 기전으로 특정
마이크로 RNA 변화의 매개 가능성, 3) Ga12 의존적 간성상세포 활성화가
특정 자가포식 관련 단백질을 조절하여 세포의 자가포식 현상을
증가시키는지를 규명하고자 하였다.
첫째, Ga12의 발현과 이의 기능을 활성화된 간성상세포와 간섬유화
모델에서 탐구하였다. 간섬유화 동물 모델 및 활성화된 간성상세포에서 Ga12
발현이 증가함을 관찰하였고, 간섬유화 조직에서의 Ga12 발현 염색 패턴이 a-
SMA와 유사함을 발견하였다. 이와 함께 Ga12 결손 마우스에서 사염화탄소
투여에 의해 유도되는 간섬유화가 효과적으로 억제됨을 증명하였다. 이러한
현상은 간성상세포 특이적으로 Ga12를 발현하는 렌티바이러스를 투여하였을
때 반전되었다. 이와 같은 맥락으로, LX-2 세포에 Ga12 활성형 돌연변이
벡터를 형질 도입시켰을 때 활성화 지표들이 증가한 반면 Ga12 결손
마우스에서 분리된 일차 성상세포에서는 활성화 지표들이 감소하였다.
둘째, Ga12의 발현 변화 기전으로서 마이크로 RNA를 관찰하였다. Ga12
mRNA의 3’-UTR 부위에 결합한다고 추정되는 마이크로 RNA 중에서 miR-
16은 휴지 상태의 간성상세포에서 가장 많은 양을 차지하면서 높은 결합력을
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가진 마이크로 RNA였으며 이는 간성상세포 활성화 과정에서
하향조절되었다. 또한, 간섬유화동물모델 및 인간 간섬유화샘플에서 miR-16의
발현 또한 경감하였다. 이와 더불어 실제로 miR-16이 Ga12의 합성을
저해함을 miR-16 유사체 및 저해제를 이용하여 증명하였다. 
셋째, Ga12의 발현 증가가 자가포식 현상을 유도하여 간성상세포의 활성화
및 간섬유화를 촉진하는지 여부를 탐구하였다. 최근, 자가포식 현상은
간성상세포 활성화 및 간섬유화를 촉진시키는 현상으로서의 중요성이
보고되었다. 간성상세포에서의 Ga12 발현 증가가 자가포식 현상을 유도하였고, 
이 과정에는 JNK 의존적 ATG12-5 결합을 수반함을 증명하였다. Ga12를
조절하는 인자인 miR-16 또한 자가포식 현상을 조절함을 보였다. 
종합할 때, 본 연구에서는 1) 간섬유화 과정에서 간성상세포의 활성화를
조절하는 분자로서 Ga12 발현이 증가하고, 이러한 변화는 병적 상태에서
간섬유화를 촉진하며, 2) 이러한 Ga12를 제어하는 신규 조절 분자로써
간성상세포에 풍부한 miR-16을 발굴하였다. 또한, 3) Ga12는 JNK를 매개로 한
ATG12-5의 형성을 유도하여 자가포식 현상을 활성화하는 현상을 밝힘으로써
Ga12의 기능 및 작용 원리를 간성상세포의 활성화 조절 측면에서 새롭게
규명하였다. 이상의 연구 결과는 간성상세포를 조절하는 핵심 분자인 Ga12
및 이의 발현과 연계된 상하위 타겟들을 조절한다면 간섬유화를 치료 및
예방할 수 있다는 새로운 전략을 제시한다.
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Ⅰ-1. 간섬유화 모델 및 간성상세포에서의 Ga12의 발현 및 간섬유화
과정에서의 기능
  1. G 단백 결합 수용체와 G 단백에 의한 신호 전달 및 Ga 단백 발현
변화의 중요성
G 단백 결합 수용체 (G protein-coupled receptor, GPCR)는 세포 외의
리간드들을 인식하고 다양한 하위 신호 전달 체계를 활성화시키는
수용체로써 여러 생물학적 기능을 조절함이 잘 알려져 있다 (Trzaskowski et al. 
2012). GPCR의 활성화는 특정 heterotrimeric 구아닌 뉴클레오타이드가 결합된
단백 (G 단백)과의 물리화학적으로 결합으로 인해 이루어지는 것으로 알려져
있으며, 이 결합은 mitogen-activated protein kinase (MAPK)를 비롯한 세포 내
하위 신호 전달을 유도한다. 즉, G 단백은 다양한 GPCR들의 신호를 인지하고
수용체로부터 전달된 신호를 하위 분자로 보내는 역할을 한다. 이러한 G
단백은 a, b 및 g 3개의 subunit으로 구성되어 있는 것으로 알려져 있다
(Oldham and Hamm 2008, Neves, Ram and Iyengar 2002). 또한, G 단백 a subunit 의
종류에 따라 GPCR의 역할이 달라지는 것으로 알려져 있다. 즉, 같은 GPCR에
여러 종류의 Ga 단백이 결합될 수 있으므로 같은 GPCR이 활성화되더라도
어떤 Ga 단백과 결합되어 신호가 전달되는지에 따라 차별적인 세포 반응이
유도된다 (Rozengurt 2007). 또한, Ga 단백은 다양한 GPCR들의 신호를
인지하고 수용체로부터 전달된 신호를 하위 분자로 보내는 역할을 하기
２
때문에 Ga 단백의 발현 양에 의해 GPCR 하위 신호가 증폭 또는 감소될 수
있다. 따라서 Ga 단백의 발현의 증감은 세포 반응 조절에 있어 큰 역할을 할
수 있다. 실제 G 단백의 발현 변화는 장기간 동안의 리간드-GPCR 결합에
의해 유도되는 것으로 알려져 있으며, 이러한 변화로 인하여 심부전, 비만, 
인슐린 저항성, 갑상선기능저하와 같은 다양한 질병을 유발한다고 알려져
있다 (Milligan and Green 1991, Wise et al. 1995, Horn et al. 1995, Kaartinen, LaNoue 
and Ohisalo 1994, Gordeladze et al. 1994).
2. Ga12와 이와 관련된 간성상세포 활성화 환경에서의 연구
Ga  단백은 아미노산 서열의 유사성에 따라 4개의 패밀리 (Gas, Gai/o, Gaq, 
Ga12)로 구분되며, 이 중에서 Ga12 패밀리가 가장 강력한 형질전환능을
가지고 있기 때문에 연구자들의 관심을 가져왔다 (Kelly, Casey and Meigs 2007, 
Radhika and Dhanasekaran 2001). 또한, 이 Ga12 패밀리는 Ga12 단백질과 Ga13
단백질 두 가지로 구성되어 있고 주요 장기 어디에서나 잘 발현이 되어 있는
것으로 보고되어 있다. 특히, Ga12는 여러 신호 체계를 통하여 세포의 증식, 
이동, 생존 등을 조절하는 신호를 전달한다 (Jung et al. 2014, Kang et al. 2003, 
Kawanabe et al. 2002, Goldsmith and Dhanasekaran 2007, Yang et al. 2015). 이와
더불어, Ga12와 결합하는 특정 GPCR 리간드 (sphingosine-1-phosphate (S1P), 
lysophosphatidic acid (LPA), angiotensin II (Ang II), thrombin, endothelin-1 (ET-1)) 및
관련 GPCR들의 발현이 간성상세포의 활성화 및 간섬유화 환경에 증가됨이
알려져 있다 (Liu et al. 2011, Duplantier et al. 2004, Bataller et al. 2003, Rockey and 
３
Chung 1996, Ikeda et al. 1998, Bahde et al. 2011, Cho et al. 2000, Anselmi et al. 2002, Li 
et al. 2011, Fiorucci et al. 2004, Yoshiji et al. 2001, Rancoule et al. 2011). 따라서
간성상세포 내 Ga12의 발현은 다양한 GPCR들의 신호를 증폭 또는 감소시켜
간성상세포의 생화학적, 생리학적 활성에 영향을 미칠 것이다. 그럼에도
불구하고 Ga12의 발현과 기능 및 발현 조절 기전에 관한 연구는 현재까지
이루어지지 않은 실정이다. 
I-2. Ga12의 발현 조절 메커니즘
1. 마이크로 RNA와 간성상세포 전환 분화 조절
마이크로 RNA (miRNA, miR)는 최근 등장한 small RNA로 타겟 mRNA의
3’ 비해석부위 (untranslated region, UTR)에 결합하여 유전자 발현을 억제하는
단백질 번역 후 발현 과정을 조절하는 분자이다. 이들은 다양한 타겟들의
발현을 변화시켜 분화, 증식과 같은 정상 발달 과정뿐만 아니라 간질환의
발병 및 진행을 조절한다 (Lakner, Bonkovsky and Schrum 2011). 특히, 
간성상세포의 전환분화 과정에 많은 마이크로 RNA 발현양이 영향을 미치는
것으로 보고되어 있다. 특히, 마이크로 RNA의 조절 이상이 간성상세포의
증식 속도를 높이고 세포 사멸을 감소시켜 간성상세포의 지속적인 활성화를
유도함이 관찰되었다 (Guo et al. 2009a, Guo et al. 2009b, Ji et al. 2009). miR-29b는
현저하게 Collagen1A1 (Col1A1), Col1A2의 발현을 감소시키고 간성상세포를
휴지기 상태로 유지시켰다 (Ogawa et al. 2010). miR-150, miR-194 또한
４
간성상세포 활성화 및 세포외기질 생성을 억제시켰으며, 이 과정은 c-myb,
rac1의 발현을 억제하는 작용을 통해 이루어졌다 (Venugopal et al. 2010). 이와
더불어 miR-16은 Bcl-2 및 CyclinD1의 발현을 저해함으로써 간성상세포의
증식 및 사멸 저항성을 조절한다 (Guo et al. 2009b, Guo et al. 2009a, Landgraf et al.
2007). MiR-16이 간에서 풍부한 miRNA이며 간성상세포의 활성화에 영향을
미치는 것으로 인식되고 있지만 (Guo et al. 2009b, Guo et al. 2009a, Landgraf et al. 
2007), 간섬유화에 있어서의 miR-16의 역할에 관해서는 충분히 밝혀지지
않았다. 또한, miR-16의 조절 이상과 Ga12의 발현 변화와의 상관성이
간섬유화를 악화시킬지의 여부에 관해서는 주목한 바가 없다. 
I-3. 증가된 Ga12에 의해 유도된 자가포식 현상
    1. 간성상세포에서의 자가포식 현상
간성상세포의 활성화 과정에서 보이는 특징 중의 하나는 레티닐
에스테르와 트리글리세라이드로 이루어져 있는 lipid droplet의 감소 현상이다. 
최근에 라이소좀에 의한 분해를 통한 세포내 소기관 및 단백질을 재이용하는
세포 내 항상성을 유지하게 하는 필수적인 이화 과정인 자가포식 현상이
간성상세포의 활성화에 관여한다고 보고된 바 있다; 자가포식 현상은
간성상세포의 lipid droplet 분해를 통해 에너지를 공급하여 섬유화 반응을
유도한다 (Hernandez-Gea et al. 2012).
５
2. 자가포식현상의 메커니즘
이러한 자가포식 현상 과정은 각각 다른 단계를 매개하는 여러
단백질들에 의해 역동적으로 일어난다; 이 중 중요한 단계는 microtubule-
associated protein 1 light chain 3 (LC3)의 분해가 LC3-I을 만들고 이것이
최종적으로 세포막에 결합된 LC3-II를 생성하게 하는 것이다. 이 결합체와
LC3-II의 결합은 세포막 연장 및 자가포식포를 형성하기 위한 세포막의
폐쇄에 필요한 과정이다. 이 단계는 ATG12-5과 ATG16이 상호작용하여
만들어진 결합체에 의해 이루어진다 (Kabeya et al. 2000). 이 과정을 부연하자면,
ATG7과 ATG10이 ATG12의 ATG5와의 결합을 매개하게 되고 (Mizushima et al. 
1998), 이 결합체는 ATG16과 상호 작용하게 된다 (Ohsumi and Mizushima 2004). 
이 후 ATG 결합체는 세포막 구조와 상호 작용하게 되고 자가포식포로부터
분리된다. 이와는 다른 결합 반응도 존재하는데, 여기에는 ATG8 또는 LC3라
불리우는 분자가 관여하게 된다. ATG4는 LC3의 C-말단을 절단시켜 C-말단에
글라이신 잔기가 있는 LC3-I을 만들어낸다. 그 후, ATG7과 ATG3는 LC3-I의
지질막에 존재하는 포스파티딜에탄올아민과의 결합을 유도하여 LC3-II를
생성하게 된다 (Ichimura et al. 2000). LC3-II는 자가포식포의 세포내외의 막을
연결하여 세포막을 신장시키고 세포막의 폐쇄 반응을 일으키게 되며
자가포식포와 라이소좀의 융합 반응 후에 분해되게 된다. 
3. 간성상세포 활성화 매개인자들과 자가포식 현상과의 관계
６
흥미롭게도, 간성상세포의 활성화 매개인자들은 자가포식 과정을
활성화시키는 것으로 알려져 있다. 세포외 기질을 축적시키는 역할을 하는
transforming growth factor-b1 (TGFb1), 그리고 가장 강력한 간성상세포
분열인자인 platelet-derived growth factor (PDGF) 모두 자가포식 과정을
촉진시킨다 (Friedman 1993, Qi et al. 1999, Bataller and Brenner 2005, Zhao et al. 2008, 
Thoen et al. 2011, Suzuki, Kiyono and Miyazono 2010, Kiyono et al. 2009). 또한, 
자가포식 과정은 Ga12과 결합하는 GPCR들의 리간드인 Ang II, thrombin, S1P에
의해 활성화되는 것으로 알려져 있다 (Wang et al. 2013, Yadav et al. 2010, Hu et al. 
2011, Chang et al. 2009). 그러나 간성상세포의 자가포식 현상에서 Ga12의
영향에 관한 연구는 전혀 이루어지지 않은 상황이다.
I-4. 가설 및 연구 목표
간섬유화 및 간성상세포 활성화 조절 과정에서 Ga12의 발현, 이의 분자적
조절 기전 및 자가포식 현상 활성화와의 관련성에 관한 연구가 부족한
실정이므로, 본 연구에서는 1) Ga12가 간성상세포에서 발현의 변화가 있는지
관찰하고, 발현 변화가 있다면 이러한 변화가 간섬유화를 촉진시킬 것인지를
탐구하고, 2) Ga12 발현 증가가 매개된 간성상세포 활성화에서의 분자적
기전으로 특정 마이크로 RNA의 변화를 제시하고, 3) Ga12 의존적 간성상세포
활성화가 특정 자가포식 관련단백질을 조절하여 세포의 자가포식 현상을
활성화시키는지의 여부를 in vivo 및 in vitro 실험을 통하여 검증하고자 하였다. 
７
본 연구는 간성상세포를 조절하는 Ga12 및 이와 연계된 분자들을 간섬유화의
새로운 치료 타겟으로 제시하고자 한다. 
８
II. 연구재료 및 방법
II-1. 시약 및 재료
Ga12, p62 및 Beclin1 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 
USA)에서 구입하였다. ATG7, ATG12-5, 및 GFP를 인식할 수 있는 항체들은
Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)로부터 구매하였다. LC3B 항체는
MBL international corporation (Woburn, MA, USA)에서, ATG4B는 Abcam 
(Cambridge, MA, UK) 제품을 이용하였다. PAI-1 항체는 BD Bioscience (Becton 
Dickinson, Mountain View, CA)에서 구매하였다. a-SMA, b-actin를 인식하는
항체들, Chlroquine (CQ), 3-methyladenine (3-MA)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
USA)에서 구입하였고, GAPDH 항체는 AbFrontier (Seoul, South Korea)에서
구매하였으며, horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit과 goat anti-mouse 
IgGs는 Zymed Laboratories (San Francisco, CA, USA)에서 공급받았다. SP-600125 
은 Calbiochem (Carlsbad, CA, USA)에서 구매하였다.
II-2. 인체 조직 시료
선행 연구에 활용하였던 간섬유화 환자의 간조직 시료를 이용하였다 (Kim 
et al. 2010). 간섬유화의 진행 단계에 따라 병리 조직학적 분류 기준에 의해
악성화 정도를 구분하였다. 즉, 경증 간섬유화 (Ishak 섬유화 점수 3 또는 그
이하, 20명) 또는 중증 간섬유화 (Ishak 섬유화 점수 4 ~ 6, 20명) 환자로
９
분류하였고, 실험 프로토콜은 헬싱키 선언의 윤리 가이드라인을
준수하였으며 IRB 승인을 획득하였다 (No. 1005/001-003). 
II-3. 면역조직화학적 염색
간조직 검체를 10% formalin에 고정하여 제작한 파라핀 포매 조직을 4 μm 
두께로 박절하여 슬라이드에 표본을 부착하였고, Ga12, a-SMA 또는 GFP
항체를 반응시켜 염색하였다.
II-4. 세포 배양
인간 무한증식 간성상세포주인 LX-2 세포는 Dr. S.L. Friedmann (Mount Sinai 
School of Medicine, NY, USA)으로부터 분양받았다. 일차 간성상세포는 기존에
보고된 방법에 의해 Sprague-Dawley (SD) 랫드 또는 C57BL/6 마우스로부터
분리하였다 (Koo et al. 2016). 휴지기 상태의 간성상세포는 0일 간
배양하였으며, 활성형의 간성상세포는 7일 또는 12일간 배양하여 획득하였다.
인간 배아섬유아세포인 HEK293A 세포는 American Type Culture Collection 
(Manassas, VA, USA)에서 구입하였다. 세포주들은 5% CO2가 공급되는 37°C의
배양기에서 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin 및 100 mg/ml 




동물 실험은 서울대학교 동물실험 윤리위원회 (Institutional Animal Care and 
Use Committee)의 지침에 따라 시행하였다. 모든 실험 동물은 55±5%의 습도, 
22±2°C의 온도 및 환기가 조절된 서울대학교 약대 실험 동물 연구동에서
2주 이상 사육하여 환경에 적응시킨 후 실험에 사용하였으며 12시간 주기로
명암을 바꾸어 주었다. 특별한 언급이 없는 한 물과 고형사료를 자유로이
공급하였다. 8주령의 웅성 SD 랫 (140-160g)을 일차 간성상세포 분리에
사용하였다 (Cho et al. 2010). 또다른 실험으로, 간섬유화 유도를 위해
사염화탄소 (CCl4)를 모델을 도입하였다. 이 때 Ga12 결손 마우스를
사용하였으며, 이들의 생산은 기존에 확립된 방법을 이용하였다 (Gu et al. 
2002). 만성 간경화 유도 모델의 방법을 간략하게 설명하자면, 야생 및 Ga12
결손 C57BL/6 마우스에 vehicle 또는 사염화탄소 (CCl4, 0.5 mg/kg)를 일주일에
2번씩 총 5주 동안 복강내주사 (intraperitoneal injection, i.p.)하였다. 마지막 CCl4
투여 24시간 후 간을 채취하였다. 급성 독성 모델에서는 야생 및 Ga12 결손
마우스에 CCl4 단회 투여를 시행하였다. 이 실험들은 모두 8주령된 마우스를
사용하였다. 이 모델에서 각 군의 단백질 발현을 비교하기 위하여, 채취한
간을 프로테아제 저해제 (Calbiochem)가 들어있는 시료용해완충액 (1% Triton 
X-100, 50 mM HEPES [pH 7.4], 100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM NaF, 10 mM 
EDTA, and 10 mM sodium vanadate)에 용해하였다. 간조직의 mRNA는 Trizol
(Invitrogen)을 사용하여 분리하였으며 이어 real-time polymerase chain reaction 
１１
(PCR) 반응을 통해 분석하였다.
II-6. 면역화학적 분석
Sodium dodecylsulfate (SDS)-polyacrylamide 젤 전기영동은 기확립된 방법에
따라 수행하였다 (Lee et al. 2012). 세포 추출액에서 얻은 단백질을
시료희석완충액 [63 mM Tris (pH 6.8), 10% glycerol, 2% SDS, 5% b-mercaptoethanol 
및 0.0013% bromophenolblue]에 희석하여 6~12%의 젤을 사용하여 전기영동한
후, nitrocellulose membrane에 단백질을 전이시켰다. 1차 항체로 반응시킨 후
2차 항체로 HRP-conjugated IgG를 한 시간 반응시키고 ECL chemiluminescence 
system (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK)를 사용하여 발색하였다.
세포 용해물은 기확립된 방법에 따라 만들어졌다 (Jung et al. 2014). 세포를
인산완충용액으로 세척한 후 3,000g에서 3분간 원심분리하여 얻어진 펠릿에
용해완충액을 넣는다. 용해물을 10,000g에서 10분간 원심분리하여 얻어진
상층액을 사용하기 전까지 -70°C에 보관한다. 이 후 정량 과정을 통해 동일한
양을 포함하는 단백질 시료를 만들어 6~12%의 젤을 사용하여 전기영동한 후, 
nitrocellulose membrane에 단백질을 전이시켰다. 1차 항체로 반응시킨 후 2차
항체로 HRP-conjugated IgG를 한 시간 반응시키고 ECL chemiluminescence 
system (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK)를 사용하여 발색하였다.
II-6. Total RNA 분리, RT-PCR 및 Real-time RT-PCR
１２
TRIZOL을 사용하여 세포에서 추출한 총 RNA (1mg)와 d(T)16 primer를
사용하여 역전사시켜 cDNA를 얻었다. 확보한 cDNA 및 Light Cycler DNA 
master SYBR green-I 키트 (Light-Cycler 2.0â, Roche, Mannheim, Germany)를
사용하여 제조사의 지시된 방법에 따라 Real-time PCR을 수행하였다.
Lightcycler software 4.0 (Roche, Mannheim, Germany)을 사용하여 결과값을
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 유전자의 상대적인 값으로
보정하였다. 또한 melting curve 분석을 통하여 증폭된 산물의 특이성을
확인하였다. cDNA 증폭을 위해 실험에 사용한 프라이머 (primer) 서열은 Table 
1에 기재하였다. microRNA (miR)의 qRT-PCR는 제조사의 지시에 따라 miScript 
SYBR Green PCR kit (Qiagen)를 사용하여 수행하였다. 모든 결과값은
Hs_RNU6B_2 miScript Primer Assay kit (Qiagen)에 포함된 U6 small RNA로
보정하였다. Primer 서열은 Table1에 기재하였다.
Table 1. RT-PCR에 사용된 primer 서열 리스트
Target Primer Sequence
Human Ga12 F CTCAAGGGCTCAAGGGTTCTT
R CAGGAACATCCCATGCTTCTC
Mouse Ga12 F TGCTTCGACGGCATCACA
R GAAGTGCTTCTTAATGCTCA
Rat Ga12 F TTGTAGACGCTCGGGACAAG
R GGGGAAGTAGTTCAGCTGGC
Mouse PAI-1 F GACACCCTCAGCATGTTCATC
R AGGGTTGCACTAAACATGTCAG
１３
Mouse a-SMA F TCCTCCCTGGAGAAGAGCTAC
R TATAGGTGGTTTCGTGGATGC
Human ATG5 F GGGAAGCAGAACCATACTATTTG
R AAATGTACTGTGATGTTCCAAGG
Human ATG12 F TCTATGAGTGTTTTGGCAGTG
R ATCACATCTGTTAAGTCTCTTGC
Mouse GAPDH F TGCCCCCATGTTTGTGATG
R TGTGGTCATGAGCCCTTCC









II-8. 타겟화된 유전자 전달 (Targetd gene delivery)
간성상세포 특이적으로 Ga12를 인코딩하는 렌티바이러스를 만들기 위해, 
pCMV6-GFP, pCMV6-Ga12WT을 마우스 a-SMA 유전자 프로모터 벡터에
재조합하였다 (Koo et al. 2016). 이의 서열 삽입 여부를 서열 확인 과정을 통해
진행하였다. 바이러스 입자를 만들기 위해 HEK293T 세포에 플라스미드 및
packing 벡터를 함께 넣고 형질도입을 수행하였다. 간성상세포 특이적 유전자
전달을 위한 실험으로, C57BL/6 마우스에 100 mL PBS 주사액에 1×107
１４
바이러스 포함하는 양을 꼬리 정맥 내에 주사하였다. 이후 마우스에 5주간
CCl4를 투여하고 검체를 채취하였다.
II-9. 형질도입 (Transfection)
활성형 돌연변이 Ga12 (Ga12QL, Q229L) 및 JNK1의
우성음성돌연변이(dominat negative-JNK1, DN-JNK1)를 인코딩하는
플라스미드들은 Dr. Dhanasekaran (The University of Oklahoma, OK) (Wadsworth et 
al. 1997) 로부터 공여받았다. V5가 태깅된 JNK1 (V5-JNK1) 및 JNK2 (V5-JNK2)
플라스미드는 Dr. H.S. Choi (Chosun University, Gwangju, Korea)로부터
공여받았다 (Choi et al. 2009). 세포 배양 용기 (6 well 배양접시)의 50-70% 
정도 배양된 세포에 FuGENE® HD (Roche, Nutley, NJ) 를 사용하여 과발현
플라스미드 (1 mg) 또는 과발현 플라스미드의 backbone 만을 가지는
플라스미드 (Mock-transfection)를 Eagle's minimum essential medium (MEM)에
넣어 3시간 동안 반응시켜 세포 내로 도입하였다. 이 후 형질도입 반응한
세포에 1% FBS를 포함하는 MEM 배지를 넣고 24시간 동안 배양시킨다. 
필요에 따라 chloroquine (CQ)를 처치하여 12시간 반응시킨다. 한편, 세포들에
FuGENE® HD를 사용하여 제조사의 지침에 따라 100 nM의 miR-16 유사체
또는 miR-16 저해제를 일시적으로 도입하였다: miRIDIAN miRNA mimic control,
hsa-miR-16 mimic, inhibitor control, 및 hairpin inhibitor hsa-miR-16는 Dharmacon 
(Dharmacon, Chicago, IL)에서 구매하였다.
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II-10. Ga12 3’UTR 리포터 유전자 분석
Luc-Ga12-3’UTR (Product ID: HmiT007744-MT01)을 포함하는 리포터
유전자는 GeneCopoeia (Rockville, MD)에서 구매하였다. 이 플라스미드는
human Ga12의 3’UTR이 firefly luciferase와 융합되어있고, firefly luciferase값을
보정해주는 Renilla luciferase가 동시에 존재하는 형태이다. 리포터 유전자
분석은 제조사에서 공급해준 방식대로 수행하였다. 간단히, 세포 배양
용기에서 50-70% 배양된 HEK293 세포를 MEM에서 FuGENE® HD를 이용하여
리포터 유전자와 마이크로RNA 저해제를 같이 형질도입하였다. 24시간의 형질
도입 반응 후 firefly luciferase와 Renilla luciferase 활성을 dual luciferase assay kit 
(GeneCopoeia)를 사용하여 POLAR Star Omega plate reader (BMG LabTech)
기계에서 측정하였다. Firefly luciferase 활성은 Renilla luciferase 값으로
보정하였다. 
II-11. 아데노바이러스를 이용한 Ga12QL 또는 mCherry-GFP-LC3 감염
Mouse Ga12QL (Q229L)을 인코딩하는 아데노바이러스는 Dr. P.J. Casey (Duke 
University Medical Center, Durham, NC)로부터 공여받았다. 세포에
아데노바이러스를 감염다중도 (multiplicity of infection) 50으로 10% FBS를
함유하는 DMEM에서 24시간 동안 감염시켰다. LacZ 또는 GFP를 발현하는
아데노바이러스를 대조군으로 사용하였다.
１６
II-12. 유전자 발현 데이터 분석
National Center for Biotechnology Information (NCBI)의 유전자 발현 옴니버스
(gene expression omnibus, GEO)로부터 유전자 발현 데이터를 획득하여
분석하였다 (accession numbers: GSE25097). 
II-13. 공초점현미경 분석
LX-2 또는 일차마우스간성상세포를 아데노 mCherry-GFP-LC3B로 감염시킨
후 paraformaldehyde로 30분간 고정시킨다. 이 후 세포에 mounting 용액을
올려 커버글라스를 덮어 mounting 용액이 잘 붙는 시간을 둔다. 이 후 a laser-
scanning confocal microscope (Leica TCS NT, Leica Microsystems, Wetzlar, 
Germany)로 현상을 관찰하였다.
II-14. 통계분석
면역화학적 분석의 경우, Scanning densitometry는 Image Scan & Analysis 
System (Alpha-Innotech Corporation, San Leandro, CA)을 사용하여 배경을
제외시킨 밴드 영역의 강도를 Adobe Photoshop CS5 software로 정량하였다. 
Paired Student’s t-test로 그룹간 유의성을 평가하였다. 데이터는 산술평균 ±




Part I: 간섬유화 모델 및 간성상세포에서의 Ga12의 발현 및 간섬유화
과정에서의 기능
1. 간조직 내에서의 Ga 소단위체들의 발현 비교
먼저, 간조직 샘플에서 각 세포 유형별로 실시한 단백질체 분석
데이터를 활용하여 간 내의 여러 세포에서의 Ga 소단위체들의 발현양을
비교분석하였다. 간섬유화에서 중요한 역할을 하는 간성상세포에는 Ga12가
특히 많이 분포하는 경향을 보였다 (Figure 1). 이는 Ga12가 간성상세포에
많이 분포함으로써 간의 병태생리에 중요한 역할을 할 수 있음을 추론해 볼
수 있다.
１８
Figure 1. Ga12 showed the highest signal intensities specifically in HSCs
Heat map of Ga-subunit proteins in the whole liver or individual hepatic cell types. Data 
were extracted from a cell-type-resolved proteomics atlas of the mouse liver. Protein 
levels in different types of liver-resident cells were normalized based on their expression 
in whole-liver homogenates
１９
2. 간섬유화 동물 모델 및 활성화된 간성상세포에서 Ga12의 발현 변화
간섬유화 진행 과정에서 Ga12의 병태생리적 역할을 알아보기 위하여
간섬유화 동물 모델에서 Ga12의 발현 변화를 관찰하였다. 사염화탄소
(CCl4)를 체중 kg 당 0.5 mg으로 일주일에 2번씩 5주간 투여한 마우스에서
얻어진 간 조직에서 대조군에 비해 Ga12의 발현이 증가되어 있었다 (Figure 
2A, 왼쪽). 면역화학적 염색법으로 대조군과 간섬유화 동물 모델 간조직에서
Ga12를 염색해보았을 때도 이러한 변화를 확인하였다. 이와 더불어, Ga12와
대표적인 간성상세포 활성화 지표인 a-SMA의 염색된 형태가 간조직의
비슷한 부분에서 염색되었으며 (Figure 2A, 오른쪽), 이는 Ga12가 활성형
간성상세포에서 그 발현이 증가됨을 시사한다. 또한, Ga12와 a-SMA 발현이
모두 배양에 의해 활성화된 간성상세포에서 증가됨이 관찰되었다 (Figure 2B).
이러한 결과들은 간성상세포에서 Ga12의 발현 증가가 간성상세포 활성화를
촉진시키고, 이는 나아가 간섬유화를 유발 및 촉진시킬 수 있음을 지지한다. 
２０
Figure 2. Ga12 is overexpressed in activated HSCs and in fibrotic liver tissue
A) Left: immunoblotting for Ga12. Mice were repetitively injected with vehicle (corn 
oil) or CCl4 (0.5 mg/kg body weight, intraperitoneally, twice a week for 5 weeks; n = 4-
6 each). GAPDH was used to assess equal protein loading. Right: representative 
photomicrographs of immunostaining for Ga12 and a-SMA in liver samples (scale bar: 
400 mm). 
B) Immunoblotting for Ga12 in primary HSCs. Rat primary HSCs were cultured in
growth medium for quiescent (freshly isolated) or activated (culture-activated) HSCs. a-
SMA was used as a HSC-activation marker. β-actin was used to assess equal protein 
loading.
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3. 간섬유화 동물 모델 및 활성화된 간성상세포에서 Ga13의 발현 변화
다음으로, 다른 Ga12  family인 Ga13의 발현을 간섬유화 동물 모델에서
관찰하였다. Ga12와는 다르게 Ga13은 간섬유화 동물 모델에서 그 발현이
증가되지 않았다 (Figure 3A). 또한, 활성형 간성상세포에서 Ga13의 발현은
Ga12의 발현 증가에 비해 약하였다 (Figure 3B). 이는 간성상세포의 활성화에
Ga13보다는 Ga12가 더 크게 기여함을 유추할 수 있다.  
２２
Figure 3. Ga13 was not comparably induced in fibrotic liver samples and activated 
HSCs
A) Immunoblottings for Ga13 in the liver homogenates prepared from mice treated as in 
the legend to Fig. 2. Data represent the mean ± S.E.M. (n = 4-6 each). N.S., not 
significant
B) Immunoblottings for Ga13 or in mouse quiescent or activated primary HSCs. 
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4. 인간 간섬유화 유전자 발현 데이터에서의 Ga12  패밀리와 결합하는 G 
단백 결합 수용체들의 발현 변화
이와 더불어 인간 간섬유화 유전자 발현 데이터를 분석하여 보았을
때, Ga12 패밀리와 결합하는 많은 G 단백 결합 수용체들의 mRNA 양이
정상군에 비해 간섬유화 환자군에서 증가되어 있었다 (Figure 4). 종합할 때, 
본 연구 결과는 Ga12 뿐만 아니라 이와 결합하는 수용체의 발현이
간섬유화에서 증가되어 있고, 이들이 간섬유화의 발병 및 진행에 어떠한
영향을 미칠 가능성을 제기한다. 
２４
Figure 4. Transcript levels of representative GPCRs coupled to Ga12 family
members in patients with liver cirrhosis or healthy individuals (GSE25097) N: 
healthy individuals, C: liver cirrhosis patients
２５
5. Ga12  결손에 의한 간섬유화 억제
   Ga12의 발현 증가가 간섬유화 및 간세포 손상에 미치는 영향을 살펴보기
위하여, 본 연구자는 야생형 (wild-type, WT) 및 Ga12 결손형 (Ga12 knockout, 
KO) 마우스를 사용하여 5주간 CCl4를 투여한 간섬유화 모델을 도입하였다.
Masson’s trichrome 및 a-SMA 염색을 시행하였을 때, Gna12 KO 마우스의
간조직에서 세포외기질의 축적이 대조군에 비해 현저하게 감소되어 있었다
(Figure 5A). 이러한 현상은 a-SMA와 plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)의
mRNA 양을 real-time RT-PCR로 정량하였을 때도 동일한 현상이 관찰되었다
(Figure 5B). 본 연구 결과는 Ga12를 억제할 때 반복적인 간독성 물질 투여로
인하여 생기는 간섬유화증을 억제하는 가능성을 제시한다.
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Figure 5. Liver fibrosis was inhibited by Ga12KO
A) Upper: representative photomicrographs of collagen deposition. Mice were treated as 
described in the legend to Fig. 1B (n = 4–6 each). Paraffin-embedded sections from mice
were stained with Masson’s trichrome. White arrows indicate periportal fibrosis (scale 
bar: 200 mm). Lower: representative photomicrographs of immunostaining for a-SMA
(scale bar: 400 mm). 
B) Real-time RT-PCR assays for PAI-1 and a-SMA. GAPDH mRNA was used as a 
control. Data represent the mean ± S.E.M. (n = 4–6 each). *p < 0.05 and **p < 0.01,
２７
significant versus vehicle-treated WT mice; #p < 0.05 and ##p < 0.01, significant versus 
vehicle-treated Ga12KO mice; $p < 0.05, significant versus CCl4-treated WT mice.
２８
6. Ga12  결손에 의한 간손상 억제  
Gna12의 결손은 간섬유화 억제 현상과 더불어 간세포 괴사와 염증 세포
침윤을 포함하는 조직학적 변화를 개선시키는 것으로 나타났다 (Figure 6A). 
HAI-Knodell scores, alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) 
및 lactate dehydrogenase (LDH) 수치들도 또한 Gna12의 결손에 의해
경감되었다 (Figure 6B and 6C). 이러한 결과들을 종합해 볼 때 Ga12의 결손은
간독성 물질로 인한 간섬유화 뿐만 아니라 간손상도 억제시킴을 알 수
있었다. 
２９
Figure 6. Liver injury was inhibited by Ga12KO
A) Representative photomicrographs of liver histopathology. White arrows indicate 
vacuolar degeneration of hepatocytes, whereas red arrows show inflammatory cell 
infiltration in the periportal area (scale bar: 200 mm). 
B) HAI-Knodell scores.
C) ALT, AST, and LDH activities in serum. 
For B, and C, data represent the mean ± S.E.M. (n = 4–6 each). *p < 0.05 and **p < 
0.01, significant versus vehicle-treated WT mice; #p < 0.05 and ##p < 0.01, significant 
versus vehicle-treated Ga12KO mice; $p < 0.05, significant versus CCl4-treated WT 
mice.
３０
7. 간성상세포 특이적 Ga12 발현에 의한 간섬유화 증가 
간성상세포에서의 Ga12 과발현으로 인한 효과를 검증하기 위하여, 본
연구자는 Ga12를 간성상세포 특이적으로 발현할 수 있는 렌티바이러스 SMA-
Ga12 (LV-SMA-Ga12) 시스템 (a-SMA 프로모터 하위에 Ga12를 암호화하는
유전자를 가진 렌티바이러스)을 구축하였다 (Figure 7A, 왼쪽). 이 LV-SMA-
Ga12 및 대조군 렌티바이러스를 야생형 또는 Ga12KO 마우스에 감염시키고
5주간 CCl4를 투여하였다. 면역조직화학적 염색법으로 GFP를 염색한 결과는
간성상세포 특이적으로 Ga12가 발현됨을 확인할 수 있었다 (Figure 7A, 
오른쪽). 흥미롭게도, 간성상세포 특이적 Ga12의 발현은 간에서 Gna12
결손으로 인한 콜라겐 축적 억제 효과를 반전시켰다 (Figure 7B). 앞에서
시행한 간조직 샘플을 활용하여 면역화학적 분석법으로 PAI-1 및 a-SMA을
정량해 보았을 때도 동일한 결과를 얻을 수 있었다 (Figure 7C). 이러한 연구
결과는 간성상세포 특이적 Ga12 발현이 간섬유화 현상을 촉진시킴을
지지한다.
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Figure 7. HSC-specific lentiviral delivery of Ga12 exacerbated liver fibrosis
A) Schematic showing lentiviral constructs encoding GFP (LV-SMA-GFP) or WT-Ga12
(LV-SMA-Ga12) downstream of the mouse a-sma promoter (SMP8). Liver sections 
were immunostained for GFP to verify HSC-specific delivery of target gene (scale bar:
３２
400 mm). Mice were injected with each construct (or vehicle) through the tail vein. After 
1 week, mice were subjected to CCl4 treatment for 5 weeks (n = 3–9 each).
B) Upper: representative photomicrographs of Masson’s trichrome staining of liver 
sections. White arrows indicate periportal fibrosis (scale bar: 200 mm). Liver tissues of 
vehicle-alone group were stained separately. Lower: representative photomicrographs of 
immunostaining for a-SMA (scale bar: 400 mm). Liver tissues of vehicle-alone group 
were stained separately.
C) Immunoblots for PAI-1 and a-SMA in liver homogenates.
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8. 간성상세포 특이적 Ga12 발현이 간손상에 미치는 영향 
간성상세포 특이적 Ga12 발현이 간손상에 미치는 영향을 살펴보았을 때,
야생형 마우스의 간조직에서 관찰되는 간세포의 공기가 주입된 형태의 변성
및 괴사, 염증세포의 침윤 현상이 Ga12 결손 마우스에서 호전된 상태를
보였고, 간성상세포 특이적 Ga12 발현은 이러한 호전 현상을 반전시켰다
(Figure 8A). 이러한 변화는 HAI-Knodell score로도 확인할 수 있었다 (Figure 
8B). ALT, AST 및 LDH의 변화도 통계학적 유의성은 부족하지만 비슷한
경향을 보였다 (Figure 8C). 이러한 결과들은 간성상세포특이적 Ga12 발현이
간손상도 촉진하는 경향이 있음을 보여준다. 
３４
Figure 8. HSC-specific lentiviral delivery of Ga12 tended to aggravate liver injury
A) Representative photomicrographs of hematoxylin and eosin staining. Black arrows 
indicate ballooning degeneration of hepatocytes, whereas white ones show infiltration of 
inflammatory cells and piecemeal necrosis of hepatocytes (scale bar: 200 mm). Liver 
tissues of vehicle-alone group were stained separately.
B) HAI-Knodell scores.
C) ALT, AST, and LDH activities in serum.
For B and C, data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–9 each). **p < 0.01, significant
versus vehicle-treated WT mice; #p < 0.05 and ##p < 0.01, significant versus CCl4-
３５
treated WT mice injected with LV-SMA-GFP; and $$p < 0.01, significant versus CCl4-
treated Ga12 KO mice injected with LV-SMA-GFP.
３６
Part II: Ga12의 발현 조절 메커니즘
1. 활성화된 간성상세포 및 간섬유화 동물 모델에서 Ga12의  mRNA
발현 관찰 
Ga12 발현 증가를 유도하는 분자적 메커니즘을 규명하기 위하여, 본
연구자는 먼저 Ga12의 mRNA 양을 측정하였다. 그 결과 활성화된
간성상세포에서 Ga12의 mRNA 양이 증가하지 않음을 발견하였다 (Figure 9A). 
이와 같은 결과는 동물 간섬유화 모델 및 인간 간경화 집단의 간조직
샘플에서도 확인되었다 (Figure 9B and 9C). 따라서, Ga12의 발현은
전사후과정을 통해 조절될 가능성을 제기한다. 
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Figure 9. Ga12 was post-transcriptionally regulated
A) Real-time RT-PCR assay for Ga12 in rat quiescent or activated primary HSCs.
B) Real-time RT-PCR assays for Ga12 in the liver samples prepared from mice treated 
with CCl4 (0.5 mg/kg body weight, twice a week, for 5 weeks, n = 3-6 each)
C) Real-time RT-PCR assays for Ga12 in the liver samples from patients with mild 
fibrosis or severe fibrosis (Ishak scores, 0-3 vs. 4-6, n = 10, 21 each)
For A-C, data represent the mean ± S.E.M. N.S., not significant.
３８
2. Ga12의 발현의 새로운 조절자 miR-16의 도출
타겟 단백질의 전사후 과정을 조절하는 주요한 메커니즘으로 거론되는
것이 마이크로 RNA이다. Ga12 발현이 마이크로 RNA에 의해 조절받는지
검증하기 위하여, 본 연구자는 TargetScan 5.2 알고리즘을 이용하여 Ga12를
타겟팅하는 마이크로 RNA 후보들을 도출하였고, MiRNA.org 사이트를
활용하여 mirSVR scores를 계산하여 타겟팅하는 가능성을 비교해 보았다.
이들 중, miR-16은 후보 마이크로 RNA들 중 가장 높은 확률로 Ga12를
타겟팅 마이크로RNA 중 하나로 예측되었고 (Figure 10A), 휴지기 상태의
간성상세포에서 그 양이 가장 많았다 (Figure 10B). 이와 함께, miR-16은
간세포보다 휴지기 상태의 간성상세포에 더 많이 분포하는 것으로 나타났다. 
반면에, 간세포에 많이 발현하는 것으로 이미 알려진 miR-122의 발현은
휴지기 상태의 간성상세포보다 간세포에 많이 분포하였다 (Figure 10C). 
흥미롭게도, miR-16의 발현은 활성화된 간성상세포에서 현저히 감소되어
있었다 (Figure 10D). 이 결과들로 미루어 보아 miR-16의 감소와 간성상세포
활성화가 서로 관련성이 있음을 알 수 있다.
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Figure 10. miR-16 was dysregulated during HSC activation
A) miRs putatively targeting Ga12. Indicated miRs were predicted to target Ga12
according to TargetScan (Release 5.2), and the candidate miRs were ranked by the sum 
of mirSVR scores obtained using microRNA algorithm.
B) Real-time RT-PCR assays for the candidate miRs in quiescent rat primary HSCs. Data 
were normalized against the levels of U6 small RNA.
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C) Real-time RT-PCR assays for miR-16 or miR-122 in rat primary hepatocytes or in rat
quiescent primary HSCs.
D) Real-time RT-PCR assays for miR-16 in rat quiescent or activated primary HSCs.
For B–D, data represent the mean ± S.E.M (n = 3-4 each). *p < 0.05, significant 
compared with quiescent primary HSCs.
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3. 간성상세포에서 Ga12의  발현 조절자로 예측된 다른 마이크로 RNA의
발현 관찰 
이와 더불어 miR-16와 동일하거나 유사한 seed sequence를 지니며 Ga12
발현을 조절하는 것으로 예측되는 다른 마이크로 RNA들의 발현양을
간성상세포 샘플에서 관찰하였다. 이들 마이크로 RNA들의 발현양 또한
간성상세포 활성화 과정에서 감소하는 것으로 관찰되었다 (Figure 11). 
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Figure 11. Other predicted miRs were also downregulated during HSC activation
Real-time RT-PCR assays for the microRNAs putatively targeting Ga12 in rat quiescent
or activated primary HSCs. Data represent the mean ± S.E.M. (n = 3 each); *p < 0.05 
and **p < 0.01, significant as compared with quiescent HSCs.
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4. 간섬유화 동물 모델 및 인간 섬유화 조직에서 miR-16 변화
miR-16의 이상 발현이 실제 간섬유화 모델에서도 일어나는지를 살펴보기
위하여 간섬유화 동물 모델 및 인간 섬유화 조직 샘플에서 miR-16의 양을
정량하였다. 그 결과, miR-16의 양은 각 샘플의 대조군에 비하여 현저히
감소되어 있었다 (Figure 12).
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Figure 12. Dysregulation of miR-16 was observed in liver tissues from fibrotic 
animal model and patients 
Left: Real-time RT-PCR assays for miR-16 in liver samples from mice treated with CCl4
for 5 weeks. Data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–4 each). **p < 0.01, significant as 
compared with vehicle-treated control. Right: in the liver sections of patients with mild 
fibrosis or severe fibrosis (Ishak scores: 0–3 vs. 4–6; right). Means are indicated. 
Statistical analysis was performed using Students’s t-test (n = 4-5 each).
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5. miR-16에 의한 Ga12의 직접적 발현 억제
miR-16이 Ga12의 생합성 (즉, 단백질 번역)을 직접적으로 억제하는지를
알아보기 위하여, 본 연구자는 miR-16의 서열과 Ga12 3’-UTR 간의 페어링을
비교해 보았다. 그 결과, 두 서열은 거의 완벽한 상보성을 지니는 것으로
밝혀졌다. 이와 더불어, Ga12 mRNA의 3’-UTR 내에 존재하는 miR-16을
인지하는 부위들이 다양한 종에서 잘 보존되어 있음을 발견하였다 (Figure 
13A). miR-16의 Ga12 발현 억제는 miR-16의 발현을 조절하는 miR-16
저해제와 유사체를 사용하여 관찰한 Ga12의 발현 관찰 실험을 통해
증명되었다 (Figure 13B). 또한, miR-16 저해제의 형질도입은
HEK293A세포에서 Luciferase-Ga12-3′-UTR construct의 luciferase 활성을
증가시켰다 (Figure 13C). 이러한 결과들을 종합해 볼 때 활성화된
간성상세포에서의 miR-16의 발현 저하는 Ga12의 발현을 증가시킴을 알 수
있다. 
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Figure 13. miR-16 directly inhibited Ga12  
A) Alignments of miR-16 binding to the 3′-UTRs of Ga12 mRNAs in different species.
B) Upper: immunoblots for Ga12 in LX-2 cells transfected with miR-16 inhibitor, miR-
16 mimic, or their respective controls for 72 h. Lower: Real-time RT-PCR for miR-16.
C) 3′-UTR reporter assays. HEK293A cells were transfected with miR-16 inhibitor or its
control in combination with a Ga12 3′-UTR-reporter construct.
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For B and C, data represent the mean ± S.E.M. (n = 3–6 each). *p < 0.05 and **p < 0.01, 
significant as compared with respective controls.
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Part III: 증가된 Ga12에 의해 유도된 자가포식 현상
1. Ga12에 의한 간성상세포의 자가포식 현상 활성화 
자가포식 현상은 간성상세포의 활성화와 관계가 있으며 이는 곧
간섬유화 현상을 유발함이 보고되었다 (Hernandez-Gea et al. 2012, Thoen et al. 
2011). 본 연구자는 Ga12 발현 증가가 이러한 자가포식 현상을 유도할
것이라는 가설을 세우고 이를 검증하고자 하였다. 
기존에 보고된 바와 같이, 일차 간성상세포의 배양은 자가포식 현상을
활성화시킴을 자가포식 현상의 특이적 마커로 알려진 LC3B-II의 발현 증가를
통해 확인하였다 (Figure 14A). 반면 Ga12의 결손은 거의 완벽하게 LC3B-II의
축적을 억제하였다 (Figure 14B). 이와 함께, Gna12 결손에 의해서 자가포식
현상의 유동 현상이 감소됨을 면역형광분석법을 통하여 관찰하였다. 이
분석법에서는 초록색 형광인 GFP는 산성인 라이소좀에서 분해되지만 빨간색
형광을 띄는 mCherry는 유지되는 성질을 이용하여 LC3 유동을 측정할 수
있는 아데노바이러스 mCherry-GFP-LC3를 사용한다 (이 때 GFP와 RFP가
합쳐져서 보이는 노란 형광점이 자가포식소체이고, RFP 형광만 보이는 점이
자가용해소체이다 (Levine and Klionsky 2004)). 그 결과, Gna12 결손
마우스에서 얻은 일차성상세포에서의 mCherry 형광점들이 야생형 마우스에서
얻은 컨트롤군과 대조해보았을 때 현저히 감소되어 있음을 발견하였다
(Figure 14C). 이와 같은 맥락으로, Gα12의 활성형 돌연변이인 Gα12QL을
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과발현시킨 LX-2 세포에서는 LC3B-II 양이 증가하였다 (Figure 14D). 이와
더불어 자가포식 현상의 약물학적 저해제인 3-methyladenine을 처치하였을 때, 
앞서 기술한 Gα12QL에 의한 LC3B-II 축적이 저해되었다 (Figure 14E). 따라서, 
이러한 발견들은 Ga12가 자가포식 현상을 촉진시킴을 암시한다.  
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Figure 14. Ga12 activated autophagy in HSCs
A) Immunoblots for LC3B-I and LC3B-II in mouse primary HSCs. Quiescent or 
activated HSCs were treated with 10 mM chloroquine (CQ) for 12 h.
B) Immunoblots for LC3B-I/II in primary HSCs isolated from WT mice or Ga12 KO 
mice treated with a single dose of CCl4 (0.5 mg/kg) for 48 h. Mouse HSCs were cultured 
in a growth medium for 5 days. Immunoblots confirmed Gna12 knockout.
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C) Representative photomicrographs of immunostaining for mCherry/GFP-LC3B 
puncta. Primary HSCs isolated from WT or Ga12 KO mice treated with CCl4 were 
cultured in growth medium for 5 days and infected with ad-mCherry-GFP-LC3 for 24 h. 
Confocal images of yellow (autophagosomes) or red (autolysosome) puncta were 
collected following adenoviral infection (magnification: 60×). Data represent the mean 
± S.E.M (n=3 each); *p<0.05, significant compared with yellow punctae of primary 
HSCs from WT mice; and ##p<0.01, significant compared with red only punctae of 
primary HSCs from WT mice.
D) Immunoblots for LC3B-I/II in LX-2 cells infected with ad-Ga12QL for 24 h. 
Immunoblots confirmed Ga12 overexpression.
E) Immunoblots for LC3B-I/II in LX-2 cells treated with 5 mM 3-MA (or vehicle) and 
CQ for 12 h following infection with ad-Ga12QL for 24 h.
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2. Ga12에 의한 간성상세포 자가포식 현상 유도 상황에서의 자가포식 현상 
관련 단백 및 간성상세포 활성화 지표 
앞서 밝힌 Ga12에 의한 자가포식 현상 유도와 함께 Ga12에 의한
간성상세포 활성화에의 영향을 살펴보기 위하여 본 연구자는 PAI-1
그리고/또는 a-SMA의 발현양을 면역화학법으로 분석하였다. 그 결과, Ga12
의 양에 의존적으로 PAI-1 및 a-SMA의 발현양이 변화함을 발견하였다
(Figure 15A and 15B). 이를 통해 Ga12에 의해 자가포식 현상 유도가 일어날 뿐
아니라 간성상세포 활성화가 촉진됨을 확인할 수 있었다. 
다음으로, Ga12에 의한 자가포식 현상 유도의 분자적 기전을 밝히고자
하였다. 본 연구자는 ATG12-5 양이 Gna12 결손 일차간성상세포에서
현저하게 감소되어 있음을 발견하였다 (Figure 15A). 이와 반대로 LX-2 
세포에 Ga12QL를 감염시켰을 때 ATG12-5 양이 증가하였다. 반면에 Beclin1, 
ATG4B 및 ATG7의 발현에는 크게 차이가 없었다 (Figure 15B). 부가적으로, 
real-time RT-PCR 방법으로 ATG5와 ATG12의 mRNA양을 측정하여 보았을
때에는 큰 변화가 없었다 (Figure 15C). 앞서 사용한 Ga12 결손형 마우스에
간성상세포 특이적으로 Ga12를 발현시킨 마우스의 간조직을 활용하여 LC3B-
II와 ATG12-5의 양을 면역화학법으로 관찰해보았을 때 Ga12의 발현이 컨트롤
바이러스를 주입한 Ga12 결손형 마우스의 간조직 샘플에서의 LC3B-II와
ATG12-5양이 경미하게 증가함을 발견하였다 (Figure 15D). 
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Figure 15. Changes of HSC activation and autophagy markers with Ga12
modulation
A) Immunoblots for HSC activation and autophagy markers in primary HSCs isolated 
from WT or Ga12 KO mice.
B) Immunoblots for HSC activation and autophagy markers in LX-2 cells infected with 
ad-Ga12QL.
C) Real-time RT-PCR assays for ATG5 or ATG12 in LX-2 cells infected with an 
adenoviral construct of GFP or Ga12QL for 24 h. Data represent the mean ± S.E.M. (n = 
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4 each). N.S., not significant
D) Immunoblots for LC3B-I/II and ATG12-5 in liver homogenates prepared from 
animals treated as described in the legend to Figure 7A. (n.s., non-specific band). 
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3. Ga12에 의한 자가포식 현상 유도 과정 중 ATG12-5 발현 변화에서
JNK의 역할
기존에 본 연구팀에서는 염증 신호 유도 및 암세포 바이올로지에
있어서의 JNK 의존적인 Ga12의 역할들에 관하여 보고한 바 있다 (Jung et al. 
2014, Kang et al. 2003, Ki et al. 2007). 따라서, 본 연구자는 Ga12에 의한
자가포식 현상 활성화에서의 JNK의 역할을 ATG12-5 중합 반응과 연관시켜
밝혀보고자 하였다. JNK1 또는 JNK2의 과발현은 LX-2 세포에서 ATG12-5 및
LC3B-II의 양을 증가시킨 반면 (Figure 16A), 우성 음성형 돌연변이 벡터 또는
화학적 저해제인 SP-600125를 사용하여 JNK의 활성을 저해시켰을 때
Ga12QL의 ATG12-5 및 LC3B-II 증가 효과를 무력화시켰다 (Figure 16B). 이는
JNK가 ATG12-5 형성을 조절함으로써 자가포식 현상 활성화를 유도함을
암시한다. 연구 결과를 종합하여 볼 때, 간성상세포에서의 Ga12 발현 증가는











Figure 16. Ga12 activated autophagy in HSCs via ATG12-5 formation in a JNK1/2-
dependent manner
A) Immunoblots for ATG12-5 and LC3B-I/II in LX-2 cells transfected with V5-JNK1 or 
V5-JNK2. Immunoblots for V5 confirmed JNK1 or JNK2 overexpression.
B) Immunoblots for ATG12-5 and LC3B-I/II in LX-2 cells transfected with Ga12QL in 
combination with DNJNK (or MOCK) for 24 h or in those treated with vehicle or 
SP600125 (10 mM) for 12 h following transfection with Ga12QL for 24 h.
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4. miR-16 발현 변화가 자가포식 현상에 미치는 효과 
다음으로 본 연구자는 자가포식 현상에 있어서의 miR-16의 역할을
탐구해보고자 하였다. 먼저, 면역형광법으로 자가포식현상 유동 현상을
관찰하여 보았을 때 miR-16 저해제의 형질도입은 LX-2 세포에서
자가포식현상 유동을 증가시켰다 (Figure 17A). 또한, miR-16 저해제
형질도입은 LC3B-II 축적을 촉진시킴이 관찰되었다. miR-16의 발현 변화는
LC3B-II의 발현 변화 패턴과 동일한 패턴으로 PAI-1의 발현양을 변화시켰다
(Figure 17B). 이상의 결과를 바탕으로 하여 볼 때, 간성상세포에서 miR-16의





Figure 17. Dysregulation of miR-16 promoted autophagy in HSCs. 
A) Representative photomicrographs of immunostaining for mCherry/GFP-LC3B 
puncta. LX-2 cells were infected with ad-mCherry-GFP-LC3 following transfection 
with miR-16 inhibitor (or control) for 72 h (magnification: 60×). Data represent the 
mean ± S.E.M (n=3 each); *p<0.05, significant compared with red only punctae of Con-
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inhibitor transfected LX-2 cells.
B) Immunoblots for LC3B-I/II and PAI-1 in LX-2 cells transfected with miR-16 
inhibitor for 72 h.
C) Schematic diagram illustrating the proposed mechanism by which Gα12
overexpression promotes HSC activation and related pathways. A red square indicates 
our new findings. 
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IV. 고 찰
간섬유화가 일어나는 과정 중 휴지기 상태의 간성상세포는 활성화되어
간 손상 자극에 의해 세포외기질을 분비하는 세포인 근섬유화세포로
전환분화하게 된다 (Friedman 2003). 이러한 간성상세포 활성화 과정에 PDGF, 
TGFb 와 같은 세포외 리간드가 관여한다 (Breitkopf et al. 2006, Breitkopf et al. 
2005).  이와 더불어 GPCR 관련 신호들이  섬유화에 관여하는 간성상세포의 생리
에 지대한 영향을 미치는 것으로 알려져있다. Thrombin, LPA, ET-1, S1P, Ang II,
그리고 acetylcholine과 같은 GPCR 리간드들의 양이 정상 간에서와 비교하여
섬유화된 간조직에서 증가되어 있으며, 이러한 리간드에 의해 활성화되는
대부분의 GPCR은 Ga12와 결합한다 (Liu et al. 2011, Duplantier et al. 2004, 
Bataller et al. 2003, Rockey et al. 1998, Ikeda et al. 1998). 더불어 이와 같은 GPCR 
리간드들과 결합하는 GPCR의 발현양 또한 섬유화 환경에서 증가되어 있다
(Bahde et al. 2011, Cho et al. 2000, Anselmi et al. 2002, Li et al. 2011, Fiorucci et al. 
2004, Yoshiji et al. 2001, Rancoule et al. 2011). 이렇게 증가된 리간드에 의해
GPCR에 전달된 신호는 Ga 단백을 통하여 증폭된다. 실제로 리간드에 의한
GPCR의 활성화는 수초동안 일어나지만, Ga 단백에 의해 활성화되는 하위
신호들은 최대 20분까지 지속되게 된다. 이러한 현상은 활성화된 Ga
단백질의 상태가 특징적으로 수십초 동안 유지되어 처음의 신호를 크게
증폭시키는 데서 기인한다. 따라서 이러한 사실을 통해 Ga 단백의 발현양에
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따라 GPCR 신호의 경감의 폭이 크게 달라질 수 있음을 추측해 볼 수 있다. 
그러므로 간섬유화 및 간성상세포 활성화 과정에 있어서 Ga12의 발현 변화는
간성상세포의 생화학적, 생리학적 활성을 증폭 또는 감소시키는데 있어서
중요한 역할을 미칠 것이다. 한편, 세포 증식 및 이동 현상에서 Ga12의
역할이 알려져 있음에도 불구하고 (Jung et al. 2014, Yang et al. 2015), 간섬유화
과정에서의 Ga12 발현 및 기능, 관련 신호에 관한 연구는 전혀 이루어지지
않았다. 본 연구를 통해 간섬유화 과정의 간성상세포에서 Ga12 발현이
증가함을 밝혔다. 간성상세포에서 여러 Ga 소단위체들 중에 Ga12가 가장
많이 발현되어 있음을 보여주는 단백질체 분석 데이터는 간성상세포의
전환분화 과정에서의 Ga12의 잠재적 역할을 지지해 주며, 이러한 사실은
면역조직화학적 분석법을 통한 실험 결과를 통해서도 증명되었다. 이
결과들은 다양한 간섬유화를 매개하는 리간드에 의해 활성화되는 GPCR들에
의해 수렴되는 신호들이 증가된 Ga12의 발현에 의해 증폭됨을 암시한다. Ga12
결손이 간독성 물질에 의한 간섬유화 진행 및 이와 수반되는 염증 반응을
억제하는 현상과 이 억제 현상이 간성상세포 특이적 발현에 의해 반전됨이
이러한 주장을 지지해 주고 있다. 이와 더불어, 본 연구자는 Ga12의 다른
family인 Ga13의 발현이 간섬유화 샘플 및 활성화된 간성상세포에서의
증가가 Ga12에 비해 미미함을 발견하였다. Ga12 family인 Ga12과 Ga13은 하위
활성화 신호 체계를 공유하여 리간드에 대한 반응성이 두 단백질이 비슷한
것으로 알려져 있으나, 실제 G12 family를 활성화시키는 리간드에 대한
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반응성의 차이는 존재한다. 그 예로, LPA는 Ga12와 Ga13 모두를 활성화시키는
리간드이지만, Ga13에 의해서만 긴장섬유조립반응을 유도하게 된다 (Gohla, 
Harhammer and Schultz 1998). 한편, endothelin A, thrombin에 의해 유도되는
긴장섬유형성 반응에는 Ga12만이 관여하게 된다. GPCR이 Ga12 또는 Ga13를
선택적으로 활성화시키는 것은 수용체들의 Ga12 또는 Ga13에 대한 친화도
차이 또는 각 수용체에 미리 결합되어 있는 Ga12 또는 Ga13이 존재할 수
있기 때문이다 (Gohla et al. 1999). 따라서 간성상세포의 전환분화 과정에서
활성화되는 GPCR 신호들이 Ga13보다는 Ga12를 선택적으로 유도시켜
GPCR과 Ga12과의 결합을 늘림으로써 이에 관련된 GPCR 신호를 강화시킬
것이라고 사료된다. 
Ga12의 간성상세포 특이적 발현으로 인한 Gna12 결손 동물의 간섬유화
촉진은 간섬유화의 발달 및 진행에 있어서 간성상세포에서의 Ga12 발현
증가로 인한 그 역할을 엿볼 수 있게 한다. 이러한 결과는 Ga12 멤버들이
Tgfb1 발현을 조절한다는 기존의 본 연구진의 보고와 일맥상통한다 (Lee et al. 
2009). 또한, 간성상세포 특이적인 Ga12의 발현 증가는 Gna12 결손으로 인한
ALT, AST 및 LDH 활성 감소를 일부 반전시킴이 관찰되었다. 이 때, 통계적
유의성의 결여는 동물 개체 간의 차이 또는 Ga12가 결여된 다른 종류의
세포들의 결여에 의한 것 (즉, 단핵구 또는 대식세포의 염증 신호의
감소)이라 사료된다. 간섬유화가 간세포, 간성상세포 및 쿠퍼세포와 같은
여러 가지 세포 간의 복잡한 상호 작용에 의해 점진적으로 진행되는
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질환이라는 사실이 이러한 주장을 지지해 준다.
  자가포식 현상은 간성상세포가 lipid droplet을 분해시키고 미토콘드리아의
베타 산화를 통해 전환분화하는데 필요한 에너지를 제공한다 (Hernandez-Gea 
et al. 2012). 이를 통해 간성상세포는 세포의 증식, 수선, 에너지 항상성 유지에
필요한 세포내 에너지 요구량을 유지하게 된다 (Hernandez-Gea et al. 2012). 
따라서, 자가포식 현상은 간성상세포를 포함하는 여러 세포들의 분화와
관련된 신호 전달 체계를 조절하는데 있어 중요하다 (Mizushima and Levine 
2010, Hernandez-Gea et al. 2012). 그럼에도 불구하고, 자가포식 현상이
간성상세포의 활성화를 조절하는 분자적 메커니즘에 관한 연구는 미비한
실정이다. 본 연구에서, 간성상세포에서 발현이 증가된 Ga12가 ATG12-5의
발현을 증가시켜 자가포식 현상을 조절함을 밝혔다. 이러한 결과는 Ga12와
결합하는 GPCR을 활성화시키는 리간드인 AngII, thrombin 및 S1P가 자가포식
현상을 활성화시킨다는 사실과 일치하며 (Wang et al. 2013, Yadav et al. 2010, Hu 
et al. 2011, Chang et al. 2009), 간성상세포 특이적으로 Ga12를 발현시킨 동물의
간조직 샘플에서의 ATG12-5와 LC3B-II의 경미한 변화가 관찰된 결과를 통해
지지된다. ATG12-5의 형성이 자가포식 현상에 있어서 주요한 단계이기 때문에
(Mizushima, Yoshimori and Ohsumi 2011), Ga12가 간성상세포의 자가포식 현상
신호 증폭 및 간섬유화에 있어서 결정적인 인자로 작용할 수 있음을
시사한다. 
JNK 활성화는 간성상세포를 활성화시키는 싸이토카인인 TGF-b, PDGF 및
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Ang II를 처치 시  a-SMA의 발현을 증가시킨다 (Kluwe et al. 2010). JNK는 또한
다양한 자가포식 현상의 단계에 작용하는 것으로 알려져있다. 즉, ATG 
분자들과 상호작용을 하고, Beclin 분자의 발현을 증가 및 활성화시키며, 
ATG7과 ATG5의 발현을 증가시킨다 (Zhou et al. 2015). 기존에 Ga12 관련 신호
체계에서 다양한 생물학적 작용을 하는 인산화효소로써 JNK를 규명한 바
있다. 즉, cyclooxygenase 2 및 IkappaB-alpha의 분해를 통한 the inducible isoform 
of nitric oxide synthase 분자들의 발현 유도 현상과 암세포 침윤에 JNK가
Ga12의 하위 신호로 그 역할을 함을 밝혔다 (Ki et al. 2007, Jung et al. 2014, Jho, 
Davis and Malbon 1997, Kang et al. 2003). 본 연구에서 Ga12가 ATG12-5 발현을
유도하여 자가포식 현상을 활성화시킴에 있어 그 하위 신호로써 JNK를
규명하였다. JNK의 동형 단백질이 간성상세포의 증식과 활성화에 있어
상충되는 보고들이 존재한다. Jnk1의 결손은 간섬유화를 억제시키고, Jnk2의
결손은 담즙 울체 동물 모델에서 간섬유화를 촉진시켰다 (Kluwe et al. 2010). 
그러나 본 연구에서는 JNK1, JNK2 모두 ATG12-5 형성에 관여하는 것으로
밝혀졌다. ATG12-5 형성을 조절하는 자세한 분자적 메커니즘에 관해서는 아직
밝혀진 바가 없다. JNK1과 JNK2가 다른 분자들을 경유하여 ATG12-5 형성을
할 것으로 추정된다. JNK1과 JNK2가 간 손상 자극으로 인한 간질환의 발병과
관련된 다양한 메커니즘에 공통되게 또는 다르게 작용하는 것으로 알려져
있으므로 (Hirosumi et al. 2002, Chen et al. 2002, Wang et al. 2006), 간성상세포의
전환 분화의 개시 및 진행에 있어서의 이들의 역할에 관한 추가적인 연구가
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필요하다. 
한편, JNK는 자가포식 현상 뿐만 아니라 세포자멸사에도 작용하는
것으로 알려져 있다; JNK는 c-Jun과 ATF-2의 인산화를 통한 AP-1의 활성화
또는 Fas/FasL 신호 체계 관련 단백질들의 발현 유도가 cleaved caspase3를
증가시킴으로써 세포자멸사를 촉진한다 (Tang et al. 2012). LX-2 세포에 JNK 
과발현 후 세포자멸사관련 단백질들의 발현을 관찰하였을 때, 세포자멸사를
촉진하는 단백질인 Bax는 감소되고 pro-caspase3의 양이 증가되었다 (Data not 
shown). 이를 통해 JNK를 매개한 반응은 세포자멸사보다는 자가포식 현상
쪽으로 작용함을 알 수 있다. 실제로 JNK가 세포자멸사 또는 자가포식
현상에 영향을 미치는 방향은 세포와 자극에 따라 달라지는 것으로 알려져
있다 (Sui et al. 2014). 
더불어, Ga12에 의한 ATG12-5 발현 유도를 통한 자가포식 현상을
활성화시키는 과정에 JNK 이외에 다른 하위 신호가 관여 가능성을 실험해
보았다. JNK와 함께 MAPK로 불리우는 ERK와 p38의 경우 ATG12-5 발현에
영향을 미치지 않았다. Ga12의 잘 알려진 하위 신호인 small GTP-결합
단백질인 Rho family인 RhoA, Rac 및 Cdc42도 ATG12-5 발현 변화를 유도하지
못하였다 (data not shown). 한편, 최근 보고에 의하면 RhoA의 하위 신호로
알려진 ROCK1이 Beclin1을 인산화시킴으로써 자가포식 작용을 유도한다고
알려져 있다 (Gurkar et al. 2013). 따라서, 자가포식 현상을 활성화시키는
ROCK1의 활성은 RhoA가 아닌 다른 신호에 의한 활성화로 사료된다.    
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마이크로 RNA는 최근에 거론되는 단백질의 발현을 억제적으로 조절하는
전사후 조절 메커니즘으로서, 이들은 간성상세포의 기능을 조절하는 것으로
알려져 있다 (Guo et al. 2009a, Guo et al. 2009b, Ji et al. 2009). 본 연구에서 밝힌
또다른 중요한 결과는 miR-16이 Ga12의 발현을 조절하는 상위 조절자라는
발견이다. miR-16은 간성상세포활성화 과정 중에 현저하게 그 양이
감소하였으며, Ga12의 mRNA에 높은 친화력으로 결합하여 Ga12의 발현을
억제하는 것으로 밝혀졌다. 또한 miR-16의 양을 변화시켰을 때 자가포식 현상
마커와 유동 현상이 변화시켜 Ga12에 의한 자가포식 현상 조절의 방향과
동일하게 활성화시킨 결과를 통해서도 지지된다. 이러한 결과들은 miR-16의
이상 발현이 Ga12 발현 증가를 통한 간성상세포 활성화에 기여한다는 결론을
뒷받침해준다. 이와 더불어, 본 연구자는 miR-16의 이상 발현과 간 섬유화
진행과의 상관 관계를 인간 샘플을 활용하여 밝혔다. 간에 풍부한 것으로
알려진 miR-16은 Bcl-2 및 cyclin D1 분자의 발현을 조절하여 간성상세포의
증식과 세포사멸 저항성에 영향을 미침이 밝혀져 있다 (Guo et al. 2009b, Guo et 
al. 2009a, Landgraf et al. 2007). 이는 miR-16의 이상 발현이 간성상세포의
활성화에 있어서 매우 중요함을 주지한다. 또, 활성화된 간성상세포에서
Ga12를 타겟팅하는 것으로 예측되는 또다른 마이크로 RNA들인 miR-15a, miR-
15b, miR-195, miR-424와 miR-497도 하향 조절됨을 관찰하였다. 이 마이크로
RNA들은 miR-16과 동일한 seed sequence를 가지고 있지만 다른 유전체 내에
위치하기 때문에 (Bartel 2009), 이들도 Ga12의 합성에 영향을 미칠 수
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있으리라 사료된다. 간성상세포의 전환분화와 이에 따른 세포외기질을
암호화하는 유전자들의 발현 변화는 miR-29b, miR-150 및 miR-194에 의해서도
일어남이 보고되어 있다 (Venugopal et al. 2010, Ogawa et al. 2010). 따라서, 
간성상세포 활성화는 다양한 마이크로 RNA들의 다발적인 역할에 의해
일어나는 현상으로 판단된다. 
   한편, miR-16은 앞서 기술한 간성상세포에서 조절하는 타겟들 이외에
다양한 세포에서 80여 개의 단백질들의 합성을 조절하는 것으로 보고되어
있다. miR-16이 조절하는 타겟들은 세포의 부착 및 이동, 발암 억제, 세포
분열, DNA 수선 등에 관여한다. 간성상세포에 miR-16을 발현시켜 Ga12를
하향조절시키는 방법을 통해 간섬유화를 치료할 경우, miR-16에 의해
조절받는 세포 증식 및 항세포사멸 관여 분자들의 발현을 억제하여
간섬유화를 치료하는 효과를 기대할 수 있는 반면에 세포의 정상적인 기능-
DNA 수선, mitochondria 구성, 세포의 발달 과정, glycolysis 및 gluconeogenesis 
등-을 유지하는데 관여하는 단백질 및 발암억제관여단백질의 발현들을
억제하여 세포의 정상 기능을 손상시키거나 발암을 촉진시킬 수 있는
부작용이 나타날 수 있다. 따라서, 본 치료법을 사용하여 간섬유화를
치료하고자 할 때 감소되어 있는 miR-16의 양을 정상적인 수준까지만
회복시키는 것이 중요하리라 사료된다.  
Ga12 family인 Ga12와 Ga13은 Rho/Rac 의존적인 AP-1 활성을 증가시키는
것으로 알려져 있다 (Lee et al. 2009). 또한, Ga12 신호 경로는 Nrf2의
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유비퀴티네이션과 분해를 증가시킨다 (Cho et al. 2007). 간독성물질에 의해
유발되는 간세포 손상이 간성상세포를 활성화시키는 과정에서 산화적
스트레스가 증가되고 Nrf2의 발현이 감소되는 현상의 보고들로 인해 (Lu et al. 
2016), Nrf2가 간성상세포 활성화를 억제시킬 수 있는 유망한 타겟 분자로
거론되고 있다 (Oh et al. 2012). Nrf2 활성화가 TGF-β/Smad 신호를 억제시켜
항섬유화 작용이 있다는 보고들도 이와 일맥상통한다 (Oh et al. 2012). 이러한
발견들과 결과를 토대로 하여, Ga12의 발현 증가로 인한 간성상세포 활성화는
Nrf2의 분해 증가와 이로 인한 TGF-b/Smad 신호 경로의 활성화에 의해서도
부분적으로 일어날 수 있음을 추론해 볼 수 있다.  
종합할 때, 본 연구에서는 간섬유화 및 간성상세포 전환분화 과정에서
Ga12가 발현이 증가하게 되고, 이는 간에 풍부한 것으로 알려진 miR-16의
발현 감소에서 기인한 것임을 발견하였다. 이러한 현상은 JNK 매개로한
ATG12-5 의존적 자가포식 현상의 활성화시키며 나아가 간섬유화를
유발시키게 된다. 본 연구에서 제시한 결과들은 간질환의 예방 및 치료에
있어 새로운 타겟으로서 Ga12 및 관련 분자들의 약물학적 응용 가능성을
제시한다. 
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VI. Abstract
Antifibrotic targets in hepatic stellate cells regulated by 
G protein signaling pathway
Kyu Min Kim
Advisor: Prof. Sang Geon Kim
G protein-coupled receptors (GPCRs) recognize extracellular ligands, and their 
related downstream molecules and pathways, and their activation and subsequent 
downstream activity are promoted by guanine nucleotide-binding a-subunits (Ga)
proteins. Thus, Ga levels may have a profound effect on the blunting or amplification of 
biochemical and physiological activities. Among the Ga proteins, Ga12 members have 
attracted particular interest owing to their potent transforming capacity. Specifically, the 
Ga12 protein transduces signals to control cell proliferation, migration, inflammation, and 
actin stress-fiber formation. Additionally, GPCRs as well as their ligands that promote 
specific GPCR coupling to Ga12 [i.e., sphingosine-1-phosphate (S1P), lysophosphatidic 
acid (LPA), angiotensin II (Ang II), thrombin, and endothelin-1 (ET-1)] are implicated in 
liver fibrosis; therfore, it is expected that Ga12 levels may contribute to regulate GPCR-
related signalings in hepatic stellate cells (HSCs). However, the study whether Ga12 is 
overexpressed in HSCs, and if so, what the impact is on liver fibrosis and how it is 
regulated has not been investigated yet.
In this study, we hypothesized that Ga12 overexpression in HSCs which leads to 
activation of GPCR signaling, faciliates liver fibrosis is upregulated in HSCs and
regulates autophagy. To demonstrate this hypothesis, we examined that 1) Ga12 was 
８０
overexpressed in HSCs and, if so, what the impact is on liver fibrosis, 2) Ga12
overexpression in activated HSCs was mediated by dysregulation of a specific 
microRNA (miR) abundant in HSCs, and 3) Ga12-mediated HSC activation promoted 
autophagy via modulation of autophagy-related proteins. 
First, we investigated the expression and function of Ga12 in activated HSCs and 
liver fibrosis models. Ga12 was overexpressed in activated HSCs or fibrotic liver in mice 
and immunohistochemically stained with a-smooth muscle actin. In a mouse fibrosis 
model, whole-body Gna12 knockout (KO) prevented increases in liver-injury markers, 
histopathological changes, and fibrogenic gene induction, all of which were reversed 
following HSC-specific lentiviral delivery of Ga12. Additionally, immunoblots for PAI-1 
and/or a-SMA showed appropriate changes in HSC activation in accordance with Ga12, 
confirming the link between Ga12 and HSC activation.
Next, this study revealed that Ga12 overexpression was regulated by miR 
dysregulation. Among the microRNAs putatively binding to the 3’-UTR of Ga12, miR-16
was the most abundant in quiescent HSCs, having high affinity for Ga12, but was 
markedly decreased in activated HSCs. In a fibrosis animal model or patients with severe 
fibrosis, miR-16 levels were lower than in the corresponding controls. MiR-16 directly 
inhibited de novo synthesis of Ga12, as indicated by the results of mimic and inhibitor 
transfection experiments.
Finally, we explored that Gα12 overexpression promoted HSC activation and 
consequent liver fibrosis via autophagy induction. Recently, it is reported that autophagy
was associated with establishment of activated HSC phenotypes responsible for liver 
fibrosis. We demonstrated that Gα12 activation of HSCs promoted autophagy
accompanying JNK-dependent ATG12-5 conjugation. Besides, modulations of miR-16 
altered autophagy in HSCs.  
In summary, our results showed that 1) Ga12 was overexpressed in activated HSCs, 
which promoted liver fibrosis progression, 2) Ga12 overexpression in activated HSCs was 
due to dysregulation of a specific miR abundant in HSCs, and 3) this event was mediated 
８１
by c-Jun N-terminal kinase-dependent ATG12-5 formation and the induction of 
autophagy. Given the lack of understanding on the role of Ga12 in HSC trans-
differentiation and the potential link between Ga12 and autophagy, this study for the first 
time focused on the expression and function of Ga12 and demonstrated that Ga12 was a 
novel target for HSC activation. These findings of Ga12 and the regulatory molecules 
provided new targets for the prevention and treatment of liver fibrosis.
Keywords: liver fibrosis, hepatic stellate cell, Gα12, microRNA, miR-16, autophagy, 
ATG12-5, JNK
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